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Multivalent meningococcen klasse 1 bul tenmembraanei wi t vaccin. 



De ui tvinding heeft be trekking op vaccins welke gebaseerd zi j n op 
meningococcen buitenmembraaneiwit ten. Meer in net bijzonder heeft de 
5 uitvinding be trekking op vaccins en methoden van produktie gericht op de 
zgn. klasse 1 meniagococcen buitenmembraaneiwi cten en daarvan afgeleide 
peptiden. Genoemde eiwitten res p. peptiden kunnen geproduceerd worden 
door middel van nieawe produkt ies tarnmen, -methoden, recombinant. DNA 
methoden of pept idesynt heses • 

10 MenLngococcen-ziekte wordt vrijwel uitsluitend veroorzaakt door 

serogroep A, B, C , W-l 35 , Y meningococcen. Ter voorkoming van deze ziekte 
kan een tetravalent A a C/W-135 ,Y- polysaccharide vaccin worden toegepast. 
Bit vaccin bezit de aan poly s a c c ha r i den inherente immunologisc he eigen- 
schappen, zoals een slechte immunogeniteit bij jonge kinder en en geen 

15 indue tie van net immunologisch geheugen bij individuen, die niet eerder 
met de desbetreffen.de bacterie in aanraking zijn geweest. Dientengevolge 
worden de polysaccharide- vaccins slechts bij ri sicogroepen zoals mili- 
tairen en reizigers naar gebieden met een hoge incident ie aan meningo- 
coccen-ziekte alsook tijdens verhef f ingen van de ziekte toegepast. 

20 Een groot probleem ten aanzien van de ont wi kkeling van een geschikt 

polysaccharide vaccin tegen meningococcen-ziekte is gelegen in de zeer 
geringe immunogeniteit van het groep B polysaccharide. Een mogelijke 
verklaring hiervoor is gelegen in de grote overeenkomst in struktuur 
tussen het meningococcen groep B polysaccharide en humane glycolipiden. 

25 Daa r groep B meningococcen in vele landen meer dan 50% van de gevallen 
van meningococcen-ziekte veroorzaken (Poolman et al . , i 986 , Lancet, 
Sept. biz. 555-558) biedt de coepassing van het bovengenoemde 
A , C , W- L 3 5 , Y polysaccharide-vaccin geen soelaas. Het is nog wel mogelijk 
de immunogeniteit van het B polysaccharide sterk te verhogen door 

30 che mi sche modif icatie , maar hierbij rijst de vraag in hoeverre een der- 
gelijk gemodif iceerd groep B polysaccharide na v accinatie aanleiding zal 
geven tot ongewenste nev en react ies ten gevolge van een autoimmuun- 



35 zaamheid toeneroen, indien de poiysacchariden chemise h gekoppeld we r den 
aan eiwit. Dit zou de toepasbaar held ervan bij jonge kinderen , de leef- 
t ij dsgroep met de meeste gevallen van meningococcen-ziekte, zeer waar- 
schijnlijk maken. Ten aanzien van het groep B polysaccharide zijn 
meningococcen- ex wit ten zelfs mogeltjk een uitweg ten aanzien van de 

40 toepassing van vaccins ter voorkoming van groep B men ingococeen-ziekte . 



res pons . 



De groep A , C , W- 1 35 . Y po 1 y s ac chari de- v ac ci ns zo ud en st er k aan wer k- 
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Om bovengenoemde redenen is derhalve getracht buitenmembraaneiwitten van 
meningococcen ton vaccinkompoaent te ontwikkelen, zowel als dragereiwit 
c.q. additionele vac cintompo neat bij A,C,W-135,Y polysaccharide-vaccins 
als primair groep B meningococcen-vaccin. Meningococcen bezitten echter 
5 vele baitenmembraaneiwitten, waarvan een tweetal type eiwitten door Aan- 
vraagster zijn geselekteerd voor vacinontwikkeling: klasse 1 en klasse 
2/3 buitenmembraaneiwitten (Frasch et al., 1985, Rev. Infect. Dis.7: 
biz. 5Q4-5L0). Hiervan afgeleide buitenmembraaneiwit- vaccins bevatten 
gezuiverde klasse L en 2/3 buitenmembraaneiwitten van een stam, waarbij 

10 net endotoxine-gehalte tot een zo laag mogelljke waarde is terugge- 
braeht. Dergelijke eerste generatie bnitenmembraaneiwit-vaccins zijn 
door verschillende oaderzoekers ontwikkeld en vormen de basis voor een 
aantal octrooien (EP-A-0 L45 359; EP-A-0 109 668; EP-A-0 088 303). Het 
bezwaar van dergelijke, eerste generatie buitenmembraaneiwit vaccins is 

15 gelegen in de stamafhankeli jke immaniteit , welke hiermede kan worden 
opgewekt. Er komen namelijk binnen het species Neisseria meningitidis 
(meningococcen) meerdere klasse 1 en 2/3 buitenmembraaneiwitten voor. 

Deze uitvinding is gerelateerd aan de wenseii jkheid s tamonaf hanke- 
lijke tnmuniteit* op te wekken tegen meningococcen zodat een algemene 

20 vaecinatie tegen meningococcen-ziekte kan worden uitgevoerd. Het is 
gebleken, dat vooral het klasse 1 meningococcen buitenmembraaneiwit 
bactericide, proefdier beschermende immuniteit kan opwekken (Poolman et 
al., 1987, Ant.v.Leeuwenh. 53: biz. 413-419; Saukkonen et al , , 1987, 
Mierob. Pathogen.3: biz. 261-267). Het epidemioiogische onderzoek laat 

25 echter zien, dat met ongeveer tien monoclonale antistoffen tegen het 
meningococcen klasse 1 buitenmembraaneiwit vrijwel alle stammen zijn te 
typeren. (Abd ilia hi and Poolman, 1988, Microb. Pathogen. 4: biz. 27-32). 
Tevens is gebleken, dat een meningococcen-stam twee onaf hankeli jke 
klasse 1 buitenmembraaneiwit specif ieke monoclonale antistoffen kan 

30 binden. Deze bindingsplaatsen, ook wel epitopen genoemd, zijn beiden 
doelwit voor bactericide antistoffen, zodat ieder klasse 1 buiten- 
membraaneiwit twee onafhankelijke aangri jpingspunten, geschikt voor 
vaccinontwikfceling, bevat. Het kombineren van vijf of meer klasse 1 
buitenmembraaneiwitten, bevattende tien of meer doelwit-epitopen, tot 

35 een vaecin is echter met zuiveringstechieken niet mogelijk vanwege het 
meezuiveren van endotoxinen. Tevens worden minder relevante eiwitten 
meegezuiverd. 

Gevonden werd, dat de bovengenoemde nadelen kunnen worden opgehe- 
ven door het op zinvolle wijze verbeteren van de produktiemethoden van 
AO meningococcen buitenmembraaneiwit vaccins, toegespltst op het bereiden 
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van een multivalent klasse i bui te nmembraanei wi t vaccin . 

De uitvinding heeft be trekking op vaccins, we Ike gerelateerd zijn 

aan 

- het bereiden van fragment en van bet klasse 1 bui te nmembraanei wit , 
5 bij v. door ralddel van cyanogeen bromide; 

- het bereiden van zuivere klasse 1 buitenmembraaneiwi tten, uitgaande 
van mutant stammen, welke het klasse 2/3 buitenmembraaneiwi t niet tot 
expressie brengen; 

- het bereiden van zuivere klasse I bui tenmembraaneiwitten met behulp 
10 van gekloneerd DNA in pr oduktievector en. Dit omvat ook de toepassing 

van protein- engineering met het doel meerdere e pi to pen in een DNA 
leesframe te manipuleren en te produceren; en 

- het bereiden van een multivalent klasse 1 bui tenmemb r a aneiwi t vaecin 
door middel van peptide- synthese, aangezien de epitopen met een korte 

15 peptideketen synthetisch bereid kunnen worden. 

Gebleken is, dat meningococcen klasse 1 buitenmembraaneiwit ten een 
krachtige bactericide immuunrespons opwekken tegen de juiste epitopen 
bevattende stammen, ongeacht of dit groep A,B,C,W-1 35, Y meningococcen 
zijn. Dit impliceert, dat het A,C,W-135,Y polysacchar ide-vaccin 

20 vervangen kan worden door een vaccin volgens de uitvinding, dat al s 
breedwerkend meningococcen- vaccin toegepast kan worden. De door het 
klasse 1 buitenmembraaneiwit opgewekte bactericide ant is toff en reageren 
krachcig met afgesplitste f ragmenten en korte synthetische peptiden 
bereid uitgaande van de aminozuurvolgor de van klasse 1 b ui tenmemb r a an- 

25 eiwitten. Gezien het g eg even dat meningococcen- ziekte tegenwoordig 
hoofdzakelijk door- groep B meningococcen wordt yeroorzaakt alsook het 
feit, dat de groep B meningococcen klasse 1 buitenmembraaneiwi tten ook 
bij groep A, C,W-1 35, Y meningococcen voorkomen, heeft de uitvinding met 
voordeel betrekking op een vaccin, dat door een of meer f ragmenten van 

30 groep B meningococcen klasse 1 bui tenmembraaneiwi tten is gekenmerkt. Bij 
voorkeur wordt bij de bereiding van een dergeli jk vaccin van ten minste 
tien epitopen uitgegaan, welke geselekteerd zijn op epidemiologische 
gronden, De vaccins volgens de uitvinding bevatten bi jvoorbeeld 10 
eiwitten verkregen door zuivering uit mutant stammen, of 10 f ragmenten 

35 bereid door cyanogeenbromide-f ragmentatie , of 10 synthetische peptiden, 
represencatief voor 10 epitopen, of produkten verkregen uit via recom- 
binant DNA technologie verkregen genprodukten bevattende de 10 gewenste 
epitopen. "Voorts kunnen de vaccins volgens de uitvinding met voordeel 
meningococcen A en C of eventueel W-13 5 en Y polysacchar iden en/ of 

40 detergentia bevatten. Bij voorkeur worden de A en C polysacchariden 
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covalent gekoppeld aan de eiwitprodukten. Detergentia kunnen zowel 
zwitterionogene, kationogene, anionogene en niet-lonogene detergentia 
zijn. Voorbeelden van dergelijke detergentia zijn Zwittergent 3-10, 
Zwittergent 3-14 (N-tetradecyl-N a N-diaethyl-3-ammonia-l-propane sulfona- 
5 te), Tween-20, natrium-desoxycholaat, natr iumcholaat en octylglucoside. 
Tevens kan het vaccin volgens de uitvinding een adsorbent zoals 
alumini umhydr oxide 5 calciumf osf aat of met voordeel alumlniumf osf aat 
bevatten. De fragmenten, eiwitten, peptiden kunnen ook in imDiunostiiuu- 
ierende complexes (Isocoms), liposomen of door middel van andere adju- 
10 vantia worden verwerkt, zodat grotere immunogeniteit wordt verkregen. 

BESCHRIJVING RESULTATEN 

Typespecifieke monoclonale antistoffen werden bereid tegen ver- 
schiiiende meningococcen kiasse 1 buitenmembraaneiwi tten. Deze monoclo- 

15 nale antistoffen omvatten de volgende subtypen: P1.1, PI. 2, PI. 6, PL. 7, 
PI. 9, P1.10, P1.15, PI. 16, PI. 17. Al deze monoclonale antistoffen 
reageren met het SD-S (sodium dodecyl sulfaat) gedenatureerde eiwit 
indien getest met Western blotting. Tevens bleek dat een aantal van deze 
monoclonale antistoffen reageerde met een 25Kd CNBr ( cyanogeenbromide) 

20 fragment van het 42Kd kiasse 1 buitenmembraaneiwi t . Dit resultaat Impli- 
ceerde, dat de kiasse 1 buitenmembraaneiwi t epitopen hoof dzakelijk van 
het Lineaire type zijn en zodoende met synthetische peptiden zijn na te 
bootsen. De epidemiologische resultaten van door Aanvraagster uitgevoer- 
de proeven tonen dat beschreven monoclonale antistoffen het merendeel 

25 van de groep A,B,C meningococcen kan typeren hetgeen een beperkte 
heterogeniteit suggereert. Tevens blijkt dat een kiasse I buitenmem- 
braaneiwit twee af zonderl ijke typespecifieke epitopen bevat (Abdillahi 
and Poolman, Microb. Pathogen. 1988 , 4: biz. 27-32; idem FEMS Microbiol. 
Immunol. 47: biz. 139-144). 

30 Het gezuiverde kiasse 1 buitemnembraaneiwlt , subtype PI. 7, 16, 

afkomstig uit de kweek van een kiasse 2/3 vrije mutant bleek in een 
dosering van 2,5/ug bij mulzen een bactericide antistof f enrespons op 
te wekken van 1:64 ser umverdunning. De monoclonale antistoffen tegen 
meningococcen kiasse L buitenmembraaneiwit ten, kiasse 2/3 buitenmem- 

35 braaneiwitten en lipopolysacchariden werden vergeleken op bactericide 
werking. De monoclonale antistoffen tegen de kiasse 1 buitenmembraan- 
eiwitten blijken de sterkst bactericide aktiviteit te bezitten (zie 
Tabel A). De bactericide aktiviteit van deze monoclonale antistoffen 
blijkt goed te korreleren met de in vivo beschermende aktiviteit, zoaLs 

40 gemeten in een rat meningitis model (Saukkonen et al. L987, Microbiol. 

88 01-812- 
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Pathogen. 3: biz. 2 61-267). Ret PI .16 epitoop bli jkt ' aanwezig te zijn op 
net C-terminale CNBr fragment van het klasse 1 buit earn embraane twit van 
st am H44/76 (B: 15: PI. 7, 16). Verdere karakterisering van het PI, 16 
epitoop Is verricht door middel van bepaling van de aminozuurvolgorde 
5 van de 17Kd (N-terminaal) en 25 Kd ( C-terminaal) GNBr f ragmenten. Het 
C-terminaal 25Kd is verder gef ragmenteerd met V8 protease, endoLysC, 
endoGlu-C en endoArg-C. Met het PI. 16 monoclonaie antilichaam positieve 
fragmenten zijn gesequenced voor zover mogelijk en deze f ragmenten zijn 
vervoigens nagebootst met synthetische peptiden. De bepaalde sequenties 
10 zijn als volgt; 

N-terminus : DVSLYGEIKAGVEDRNYQLQLTEAQUAANG 
N-terminus 25Kd C-terminale CNBr 

fragment : (-M) PVSVRYD SPEFSGFSGSVQFVP TONS KSAYT PAY YTKDTNNN 
Met V8 protease en endoArg-C f ragmentering warden met PI. 16 monoclonaie 
15 antiliehamen reagerende peptiden geisoleerd met raol.wt. van 7-9Kd en 
4-6Kd respectievelijk. De N-terminale sequenties hiervan zijn als volgt: 
V8 7-9Kd fragment: FSGFSGSVQFVP 1QNSKSAYTPAYYTKDTN- -RNAFE 
Arg-C 4- 6Kd fragment: PVSVRYDSPEFSGFSGSVQFVPIQNSKSAYTPAYYTK 

Op grond van deze resul taten werden een aantal synthetische pepti- 
20 den bereid waarvan het volgende peptide een duidelijk positieve reaktie 
met de PL. 16 monoclonaie antiliehamen vertoont: 
EFSGF SGS VQFVFIQNSK SAYTPAY YTKDTNNN 

Voor onderzoek naar de exacte chemise he identiteit van de omschre- 
ven epitopen werd de aminozuurvolgorde vastgesteld als af geleide van de 
25 nucleotide volgorde van de strukturele genen van een drietai meningo- 
coceen klasse 1 buitenmembraaneiwit ten met versehillende subtypespeci f i- 
citeit. Vergeli jking met een drietaL aminozuur volgorden zal een voor- 
spelling van de exacte epitopen mogelijk ma ken, hetgeen bevestigd kan 
worden met behulp van pept ide-synthese . De genen werden gekloneerd in 
30 lambda gtll vector (Barlow et al. (1987), Inf ec t . immun . 55 : 2 7 4 3-2 7 40 ) , 
gesubkloneerd in M13 sequencing vectors en de nucleotidevolgorde werd 
vastgesteld. 

De afgeleide aminozuurvolgorde voor PI .7 , 16 ; PI . 16;P1 . 1 5 eiwitten is 
als volgt: 

10 2 0 . 30 40 50 

Pi . 16 :DVSLYGE1KAGVEGRNIQAQLTEQPQVTNGV QGNQV- — KVTKAKSR1RTK1S 
***** ********* ft* * **** ************** 

Pi. 15 :DV SL YGE 1KAGVEGRNFQLQLTEPP-S KSQP QV — KVTKAKSR1RTKIS 

**************** * **** ************** 

Pi. 7 ,16: DVSLYGE1KAGVEGRNYQLQLTEAQAANGGASGQVKVTKVTKAKSR1RTK1S . 

89 0 1 .€ 1 2 / 
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60 70 SO 90 100 110 

DF GS F IGFKGS EDL GE GLKA V WQL EQD VS VAGG GAS QWGNRE S F I GL AGE FGTLRAGRVA 
*************** ******************* ******** *************** 
DFGSFIGFKGSEDLGE GLKAV WQLEQDVS VAGGGATQWGNRE SFVGL AGE FGTLRAGRVA 
*************** ******************* ******** *************** 
DFGSF LGFKGSEDLGDGLKAVWQLEQDVS VAGGGATQWGNRESFIGL AGE FGTLRAGRVA 
*************** ******************* ******** *************** 



120 130 140 150 160 170 

N QFDD ASQA INFWD SNND VASQLGI FKRHDDMP VSVRYD SPEF SGF SGSV QFVP AQNS KS 
********** ****************************** ************ ***** 
NQFDDASQAIDP WD SNNDVASQLGIFKRHDDMP VSVRYD SPD FS GF SGS VQF VPI QNS KS 
********** ****************************** ************ ***** 
NQFDDASQAIDPWDSNNDVASQLGIFKRHDDMPVSVRYDSPEFSGFSGSVQFVPIQNSKS 
********** ****************************** ************ ***** 

!30 190 200 210 220 230 

AYKPAYYTKDTNNmTLVPAVVGKPGSDVYYAGLNYKNGGFAGNYAFKYARBANVGRNAF 
** ** ** * ************************** ************* ** 

AYT PAriYTRQNNTD V— F V PAV VGKPGS DV YYAGLNYKNGGF AGS YAFKYARHANVGRD AF 
** ** ** * ************************** ************* ** 

AYTPAYYTKNTNNNLTLVPAVVGKPGSDVYYAGLNYKNGGFAGNYAFKYARHANVGRMF 



240 250 260 270 280 290 

EL FL I GS AT SD EAKGTD PLKN HQVHRL T GGYEE GGL NLAL AAQLD L SENGD KAKT KN STT 
**** ** ***************************************** ******* 
EtiF LLGS-T SD EAKGTD PLKNHQVHRLT GGYEE GGL NLALAAQLDL SENGD KAKT KNS TT 
**** ** ** *************************************** ******* 
ELF L IGS-GSD QAKGTD P LKNHQVHRLT GGYEEGGLN LAL AAQLDL S ENGD"KTKN S TT 

300 310 320 330 340 350 

E I AATASYRFGNAVPRI S YAHGFDL IERGKKGENTSYDQI IAGVD YDFSKRTS AIV SGAW 
************************ *********************************** 
E IAATAS YRFGNAVPRI S YAtlGFD LIER GKKGENTS YD QI I AGV DYDF SKRTS AIV S GAW 
************************ *********************************** 
EIA ATASYRFGNAV PRI S YAHGFDF IERGKKGENTS YDQI I AGVDYDFSKRTSAIV S GAW 
************************ *********************************** 
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360 370 
LKRNTGI GNY rqiNAASVGL RHKF 

A ** * *** *A * ** ** ** ******** 

LKRNTGIGNYTQINAASVGLRHKF 

*** * * ** A A * A * * * A * * * * ft * * A * 

LKR NTGIGN YTQI NAASV GLRRKF 
************************ 

Hieruit kan worden afgeleid, dat de volgorde van ami no sure n 24-34 
en 176-187 sterk verscWIlend is in.de drie eiwi tsequenties en naar alle 
waatschijnlijktieid de twee af zonder Li jke epitopen omvatten zoals eerder 
beschreven op grond van stamtyperi ngsresul taten. Did werd bevestigd met 
behulp van peptidesyn these en reaktie van de peptiden met Pi. 7, PI. 15 en 
PI. 16 specif ieke monoclonale antistoff en. Van over 1 append e deeapeptiden 
15 van net PI. 16 eiwit met het PI . 16 monoclonale art Li lie ha am reageerde 
alleen het decapeptide YYTKDTNNNL zoals verwacht. In de PI. 7, 16 stam is 
de volgorde YYTKNTNNNL aanwezig, de D-N verandering op plaats 180 heeft 
weliswaar enig effekt op antistof binding. De volgorde HYTRQNNTDVF in het 
PI. 15 op dezelfde plaats in het eiwit als de Pi. 16 epitoop is 
20 verantwoordelijk voor binding aan het PI. 15 monoclonale ant ilichaam. De 
volgorde van 24-34 van het PI .7,16 eiwit AQAANGGASG is verantwoordelijk 
voor binding aan het PI. 7 monoclonale antilichaam. Het is 
waarschijnlijk, dat de volgorden QPQVTNGVQGN en PPSKSQP in de PI. lb en 
PI. 15 eiwitten ook epitopen ver tegenwoor digen, maar daar zijn nog geen 
25 monoclonale ant ilichamen teg en ontwi kkeld. De twee epitopen van de 
afzonderlijke eiwitten bevinden zich op zgn. surface loops van deze 
membraaneiwitten. Dergeiijke porine bui tenmembraaneiwi tten be vat ten meer 
dan twee surface loops. Dit impliceert dat er surface loops zijn welke 
qua arn.inoz.uurvolgor.de identiek zijn binnen de verse hill end e klasse 1 
30 bui tenmembraaneiwi tten. Dit opent de weg naar het gebruik van 
gemee rise happeli jke peptiden van het klasse 1 bui tenmembraaneiwi t voor 
vaccindoeleinden. Meer in het bijzonder wordt in Fig.l een schematisch 
twee- dimensionaal model van het meningocoecen klasse 1 
buitenmembraaneiwit PI. 16 weergegeven. Dit model omvat een achttal 
35 surface-loops, waarbij de eerste en de vierde loop de op grond van 
stamtyperingsresul taten aangetoonde type-specif ieke epitopen bevatten. 

Een illustratie van de reaktivi text van het decapeptide YYTKDTNNNL 
met de PI. 16 monoclonale antistof MN5C11G (Pi. 16 specifiek) wordt in het 
als Fig. 2 opgenomen pep-scan weergegeven. 
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Behalve de epitopen voor de Pl.7,16, P1.I6 en Pl.lS-eiwitten is de 
epitoop van het PI.2-eiwit door Aanvraagster opgehelderd. Deze epitoop, 
welke zich op de top van loop 4 bevindt, bezit de samenstelling 
HFVQQTPQSQP. 

Behalve op vacctns, gebaseerd op de epitopen, welke karakteristiek 
zij n voor de bovenvermelde typespecif leke klasse 1 buitenmembraan- 
eiwitten heeft de uitvinding tevens betrekking op vaccina, gebaseerd op 
eiwitsegmenten aan de oppervlakte van het membraan, welke volledig of 
nagenoeg volledig "constant" zijn bij de meningococcen klasse 1 buiten- 
mambraaneiwitten. Met behulp van dergelijke, op "constante" peptide* 
gebaseerde vaccins kan de stamaf hankelijkheid op direkte wijze worden 
opgeheven. Onder verwijzing near de bovenvermelde amiaozuurvolgorde van 
de Pl.7,16-, P1.16- en P1.15-eiwitten is bij loop 4 (zie mede Fig.l) 
zowel het peptide AQNSKSAYKPA - dit peptide gaat vooraf aan hat type- 
specifieke epitoop YYTKDTNNNL - als het daarop volgende peptide 
TLVPAVVGK.PG (nagenoeg) constant. 

Het gebruik van een tiental decapeptiden, bereid via synthese, is 
gelndiceerd en zeer wel produktietechnisca realiseerbaar . Via recombi- 
nanttechnieken kunnen meerdere epitopen gekombineerd worden in een lees- 
frame door middel van fusie-eiwit technologie en/of uitwisseling van 
stukjes DNA binnen een gen. 

BEREIDING VAN EEN MULTIVALENT MENINGOCOCCEN KLASSE 1 BUITENMEMBSAAN- 
EIWIT VACCIN 

De bereiding van een multivalent klasse 1 meningococcen buitenmem- 
braaneiwit vaccin kan op een aantal verschillende manieren worden gere- 
aliseerd. Dit wordt hieronder nader toegelicht; deze toelichting dient 
niet beperkend te worden uitgelegd. 

METHODS A: Zuivering van kla s ge 1 buitenmembraaneiwitten uit bacteriolo- 
gisehe kweek» 

Deze kweek kan worden verricht met de gewenste wilde type stammen, 
mu tant meningococcen stammen zonder klasse 2/3 buitenmembraaneiwitten 
en/of homologe en heterologe recombinant micro-organismen welke de 
gewenste meningococcen klasse 1 buitenmembraaneiwit epitopen tot 
expressie brengen via over producer ende vectoren al dan niet via 
bestaande open reading frames en/of gemanipuleerde leesframes zodat 
fusie-eiwitten of eiwitten met verwisselde epitopen kunnen worden 
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bereid. 

Voorbeelden van wilde type stammen zijn: 
H44/76 (B:15:P1.7,16) (Holten E, Noorwegen); 187( B: 4 : PI . 1 ,7) (Etienne J, 
Frankrijk); • ML080( B : 1 : PI . 1 ,7) (Frasch C, USA); Swiss4 ( B;4 :P1 . 1 5) 
5 (HirscheL B, Zwi tserland) ; B2106 ( B: 4 : PL . 2) ; ( Berger U, West Duitsland); 
395(B:NT:P1.9) (Jonsdottir K, I island); M990( B: 6 ; PI . 6) (Frasch C, USA); 
2 99 6 ( B : 2 b : P 1 . 2 ) ( collect;! e van aanvraagster) ; M982 ( B: 9 :P1 . 9) (Frasch C, 
USA); S3446 (B;14;P1.6) (Frasch C, USA); H355 ( B: 15;P1 .15) (Holten E, 
Noorwegen);- 6.557 ( B: 17 :P1 . 17) (Zollinger W, USA) en B40( A: 4 : PI . 10) 
10 (Ac htm an M, West Duitsland). Een voorbeeld van een klasse 3 negatieve 
mutant is H44/7 6III5( B :— :Pl ,16) ( collect ie van aanvraagster). 

Deze stammen worden van -70°C voorkultures geent in schudkolven en 
van daaruit in f ermentorkultures van 40, 150 of 350 liter. Het semi- 
15 synthetische medium bestaat uit: L-glutaminezuur 1,3 g/1, L-cy steine .HC1 
0.02 g/1, Na 2 HP0 4 .2R 2 0 10 g/1, KC1 0.09 g/1, NaCl 6 g/1, NH4CI 
1,25 g/1, MgS0 4 .7H 2 0 0,6 g/1, glucose 5 g/1, Fe(N0 3 ) 3 100 /uM, 
gistdialysaat. 

Gedurende de kweek in de fermentor werden de pH en p0 2 gecontro- 
20 leerd en automatisch op een pH van 7,0-7,2 en een luchtverzadiging van 
10% geregeld. De cellen werden met behulp van centrif ugeren en was sen 
met steriel 0.1M NaCl geoogst en bij -20° C opgeslagen of gevriesdroogd. 

De bacteriemassa wordt bijvoorbeeld geextraheerd met behulp van 0.5 M 

25 CaCl 2 , 1% (w/v) Zwittergent 3-14 ( Zw 3-14) en 0.14 M NaCl, pH 4.0, 
100 ml extract ievloeistof per gram drooggevroren bacteriemassa. De sus- 
pensie wordt gedurende 1 uur bij kamert emperat uur geroerd en vervolgens 
gecentrifugeerd (1 uur, 3000xg) , waarna het supernatant steriel wordt 
verzameld. Aan het supernatant wordt 20% ethanol toegevoegd (v/v) en na 

30 30 min. roeren wordt het produkt gecentrifugeerd (30 min., lO.OOOxg) 
waarna het supernatant aseptisch wordt verzameld. Het supernatant wordt 
vervolgens door middel van diaf iltratie in een Ami con Hollow Fiber Sys- 
tem (HID x 50, cut off 50.000) geconcentreerd en ontdaan van CaCl 2 en 
ethanol. Het concentraat wordt met 0.1M natr iumacetaat , 25 mM EDTA, 

35 0.05% Zw 3-14, pH 6.0 tot het oorspronkeli jke volume verdund en daarna 
opnieuw geconcentreerd door middel van een diaf iltratie. Deze procedure 
wordt vijfmaal herhaald. De pH van het laatste concentraat wordt op een 
waarde van 4.0 gebracht. Aan het concentraat wordt 20% (v/v) ethanol 
toegevoegd en na 30 min. roeren wordt het produkt gecentrifugeerd (30 

40 min. , LO.OOxg) . De hele eiwitten worden gezulverd met behulp van kolom- 
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chroma tografie in aanwezigheid van detergens , bijv. Zw 3-14. Veelal 
wordt zowel gelfiltratie op Sephacryi S-300 als ionenwisseling op DEAE 
Sepharose toegepast. De gebruikte extractiemethode, detergentia, kolom- 
chromatograf ie zijn niet de enige toe te pas sen methoden, doch gelden 
5 slechts als voorbeelden en dienen niet als beperkend te worden be- 
schouwd. 

METHQDE B; Fragmentering van eiwitten. 

Ais eerste methode bij meningococcen klasse 1 buitenmeinbraaneiwi t- 

10 ten geldt de cyanogeenbromide-f ragmentering. De gezuiverde klasse L of 
mengsels van klasse 1 en 3 buitenmembraaneiwitten worden opgenomen in 
70% mierezuur (v/v) en met 10-voudige overmaat CNBr gedurende 16 uren 
bij kamer temper at uur behandeld. Het CNBr en mierezuur worden via indam- 
ping verwijderd en vervangen door 0.2 M tris.HCl, 6 K ureum pH 7.2. Het 

15 supernatant wordt door middel van gelfiltratie op Sephacryl S-200 voor- 
gezuiverd en daarna met behulp van TSK-2000 gelfiltratie via HPLC 
gezuiverd. 

De gezuiverde klasse 1 bui tenmembraanei wit fragment en kunnen nog 
verder worden gefragmenteerd met behulp van endoLysC, endoArg-C, 

20 endoGlu-C, V8 protease en andere eiwitsplitsende enzymen. Deze f ragmen- 
ten worden gezuiverd met behulp van HPLC. 

De eiwitten en/ of fragmenten, gezuiverd volgens methoden A en/ of B 
worden tot vacein verwerkt m.b.v. meningococcen C polysaccharide, deter- 
gentia, zoals Na-cholaat, Na-desoxycholaat, Tween-20 en andere of door 

25 verwerking in liposomen of immunostimulerende complexen. A^CPO/j) 3 
kan als adjuvans worden toegevoegd. Voor de kleinere fragmenten is het 
nodig dat deelt jesvergroting wordt gerealiseerd en dat ervoor wordt 
gezorgd, dat voldoende T-help epitopen in het vaccin aanwezig zijn, wat 
te realiseren is met behulp van toegevoegde homologe of heterologe 

30 T-help epitopen. 

METBODE C: peptide synthese 

De gewenste B-cel epitopen op de verschillende meningococcen klasse 
1 buitenmembraaneiwitten worden met behulp van vaste fase pept idesynthe- 
35 se bereid en aan elkaar gekoppeld via daartoe geeigende koppelingsmetho- 
den, zoals thioether, maleimide, succinimidyl e.a. Er wordt voor 
gezorgd, dat homologe of heterologe T-help aanwezig zijn. De peptide 
vaccins worden immunogeen gemaakt via deelt jesvergroting of door verwer- 
king in membraandeeltjes . 

40 
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TABEL A (zie biz. 4) 



Bactericide aktiviteit van een koliektie monoclonale antilichamen, 
gericht tegen het klasse 1 ( kl 1), klasse 2/3 (kl 2/3) en 
lipopoiy saccharide (LPS) van meningococcen. (NB = niet bepaaid) . 

Test s tarn Bactericide aktiviteit van antistof pool (titer) 



ki 2/3 pool 


kl 1 pool 


LPS pool 


3006 (B:26:P1.2:L2) 


1000 


- 8000 


NB 


M981 (B:4:P1.-:L5) 


10 


NB 


2000 


M990 (B:6:P1.6:L?) 


10 


2000 


NB 


K978 (B:8:P1.1:L1,8) 


NB 


8000 


1000 


M982 (B:9:P1.9:L3,7) 


500 


2000 


1000 


H355 (B: 15: PI . L5 : LI , 8) 


1000 


8000 


1000 


H44/76(B:15;P1.7.16:L3,7) 


1000 


8000 


4000 
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CONCLUSIES 

1. Vaccin met een we r king tegen meningococcen- ziekte, gekenmerkt 
door een werkzaam gehaite aan een of meer meningococcen klasse 1 buiten- 

5 membraaneiwitten resp. fragmenten ervan, 

2. Vaccin volgens conciusie L, gekenmerkt door meningococcen klasse 
1 baitenmembraaneiwi tten, afkomstig uit klasse 2/3 negatieve mutanten 
resp. fragment en ervan. 

3. Vaccin volgens conciusie 1 of 2, gekenmerkt door klasse 1 
10 meningococcen buitenmembraaneiwi tten, afkomstig uit met rDNA technologie 

gemanipuleerde micro- or ganismen resp* fragmenten ervan. 

4. Vaccin volgens conciusie 2 of 3> gekenmerkt door een of meer 
klasse 1 meningococcen bui tenmembraaneiwi tten van groep A, B,C,W-135 , Y 
meningococcen resp, fragmenten ervan. 

15 5. Vaccin volgens conciusie 2 of 3, gekenmerkt door een of meer 

klasse 1 bui tenmembraaneiwi tten van groep B meningococcen resp. fragmen- 
ten ervan. 

6. Vaccin volgens conciusie 5, gekenmerkt door 5-10 verschillende 
groep B meningococcen klasse 1 bui tenmembraaneiwi tten resp. fragmenten 

20 ervan. 

7. Vaccin volgens conciusie 1, gekenmerkt door eiwitf ragmen ten ver- 
kregen door een cyanogeenbromide behandeling van eiwitten, gedefinieerd 
in een of meer der conclusies 1-6. 

8. Vaccin volgens conciusie 1 of 7, gekenmerkt door fragmenten van 
25 klasse I meningococcen baitenmembraaneiwi tten, gedefinieerd in een of 

meer der conclusies 1-7, verkregen door proteolyse, zoals endoLys-C, 
endoArg-C, endoGiu-C en V8-protease. 

9. Vaccin volgens conciusie 1, gekenmerkt door een gehal te aan een 
of meer door middel van rDNA- technologie resp. peptide-synthese verkre- 

30 gen synthetische peptiden, welke ten minste overeenkomen met een of meer 
bactericide antistoffen bindende epitopen van meningococcen klasse 1 
bui te nmemb raane iwi t ten . 

10. Vaccin volgens conciusie 9, gekenmerkt door een gehaite aan een 
of meer der synthetische peptiden welke ten minste de samens telling 

35 QPQVTNGVQGN, PPSKSQP, QAANGGASG, YYT KB TNNMLTL , YYTKNTNNNLTL, YYTKDTNNNL, 
YYTKNTNNNL, HFVQQTPQSQF en/of HYTRQNNTDVF omvatten. 

11. Vaccin volgens conciusie 9 of 10, gekenmerkt door 5-20 B-cel 
epitopen, aanwezig in de produkten volgens conclusies 1-8, waarbij deze 
epitopen zich in surface loops van meningococcen klasse 1 buitenmem- 

40 braaneiwitten in het gebied van aminozuren 24-34 en 176-187 bevinden. 

g 9 C •. ( 12 / 



f 

4 



L3 



12. Vaccin volgens een of meer der conclusies 1, 7 en 8, gekenmerkt 
door pept iden in surface loops van klasse 1 meningococcen buiten- 
membraaneiwi tten. 

13. Vaccin volgens een of meer der coaclusies 1, 7 en 8 , gekenmerkt 
5 door rDNA produkten, bijv. f usie-eiwi tten, welke meerdere in conclusies 

9-12 gedef inieerde epitopen bevatten. 

14. Vaccin volgens een of meer der conclusies 7-13, gekenmerkt 
door dat via chemise he koppeling homologe of heterologe T-help epitopen 
zijn toegevoegd. 

10 15. Vaccin volgens een of meer der conclusies 1-14, met het 

ke nmerk , dat het vaccin tevens meningococcen A, C, W-135 en/ of Y poly- 
sacchariden bevat, eventueel in conjugaatvorm met het eiwi tprodukt . 

16, Vaccin volgens een of meer der conclusies 1-15, met het 
kenmerk , dat het vaccin tevens een zwi tterionogeen, kationogeen, aniono- 
15 geen en/ of niet-ionogeen detergent bevat. 

17 • Vaccin volgens conclusie 16, met het kenmerk , dat het detergent 
is gekozen uit de groep, bestaande uit Zwittergent Zw 3-10, Zwittergent 
Zw 3-14, Tween-2 0, natriumcholaat , octylglucoside en natriumdesoxyc ho- 
laat . 

20 18. Vaccin volgens een of meer der conclusies 1-17 9 met het 

kenmerk , dat het vaccin tevens een adsorbent bevat, gekozen uit de groep 
bestaande uit alumi n iumf o s f aa t , aluminium hydroxide en calciuraf osf aat . 

19. Vaccin volgens conclusie 18, met het kenmerk , dat het adsorbent 
alumi niumf osf aat is. 

25 20. Vaccin volgens een of meer der conclusies 1-15, met het 

kenmerk , dat adjuvant ia zoals immunost imulerende komplexen word en toege- 
past . 

.21. Vaccin volgens een of meer der conclusies 1-15, met het 
ke nmerk, dat het vaccin in membraandeel t j es , zoals lipo somen, wordt 
30 verwerkt . 

22. Vaccin volgens een of meer der conclusies 1-15 , met he t 
kenmerk , dat het vaccin al dan niet covalent, aan lipiden wordt gekop- 
peld. 

*** 
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